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摘 要 : 本 试验 由 在 通过 研究 谷 氨 酰胺 对 过 氧化 氧 ‘H20,) 诱导 氧化 应 激 人 结肠 癌 HT-29 细胞 损伤 和 调 


亡 的 有 影响， 阅 明 谷 氨 酰 胺 的 抗 氧化 效果 和 作用 机 理 。HT-29 细胞 经 0 对 照 组 )、0.5、2.0、10.0 mmol/L 


RAREZA 0.35 mmol/L H505 47 SI] Ab 12. 24, 32 h 后 ,测定 细胞 的 超 氧 化 物 歧化 酶 (SOD) 活性 和 两 


二 醛 (MDA) 含量 ， 并 采用 菊 光 定量 PCR 方法 分 析 谷 氨 栈 胺 对 H20s 诱 导 的 细胞 凋 亡 相关 基因 的 mRNA 


相对 表达 量 ， 以 及 采用 Annexin V-FITC/PI 双 染 法 对 HT-29 细胞 染色 ， 并 用 流 式 细胞 仪 检测 细胞 的 凋 亡 


情况 。 结 果 表 明 : 1) 处 理 24 h 后 ，0.5、2.0 mmol/L Gin 组 SOD 活性 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05) ; 处 理 


32 h 后 ,0.5、2.0 mmol/L Gln 组 SOD 活性 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05), MDA 含量 显著 低 于 对 照 组 (P<0.05 )。 


2) 处 理 12h 后 , 各 组 天 冬 氨 酸 重 白水 解 酶 -3(Caspase-3) Fl B 淋巴 细胞 瘤 -2 JH2« X 和 蛋白 (Bax) mRNA 


相对 表达 量 无 显著 差异 (P>0.05)。 与 对 照 组 比较 ，0.5 mmol/L Gln 组 核 转录 因子 kB. (NF-kB) mRNA 


相对 表达 量 显著 降低 (P<0.05) ，0.5 与 2.0 mmol/L Gin 组 B 淋巴 细胞 瘤 -2 (Bc1-2) mRNA 相对 表达 量 


显著 提高 (P<0.05) 。 处 理 24 h 后 ， 与 对 照 组 比较 ，0.5、2.0 和 10.0 mmol/L Gln 组 Caspase-3. NF-kB 


和 Bax mRNA 相对 表达 量 均 显著 降低 (P<0.05) , Bcl-2 mRNA 相对 表达 量 显著 升 高 (P<0.05) 。 处 理 


32h 后 ， 与 对 照 组 比较 ，2.0 mmol/L Gln 组 脂肪 酸 合成 酶 CF48) ~ Caspase-3. NF-kB, Bax mRNA 相对 


表达 量 均 显著 降低 (P<0.05) , Bcl-2 mRNA 相对 表达 量 显著 升 高 (P<0.05) ; 10.0 mmol/L Gln 组 FAS. 
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Caspase-3. NF-kB, Bax mRNA 相对 表达 后 


Gln 处 理 使 活 细胞 数量 提高 


照 组 比较 ，Gln 处 理 使 活 细胞 数量 提高 


谷 氨 酰胺 可 抑 种 


显著 升 高 (P<0.05) 。 


了 5.32%~11.97%， 坏 死 细胞 数量 降低 了 6.75%~12.66%。 


I 氧化 应 激 反 应 ， 降 低 H202 VS 


Kei: AAG: # 


中 图 分 类 号 : $811.3 


— 


物 活性 物质 ， 扮 演 信号 


系统 循环 中 起 重要 的 调节 


解 降低 肠 道 细胞 的 炎症 反应 。 


炎症 反应 有 关 ， 还 可 能 


的 大 鼠 肠 面膜 的 保护 作 


溃疡 的 绒毛 数目 较 多 ; 


; 细胞 凋 亡 ; HT-29 细胞 ; 


4 EHE (glutamine, Gln) 是 


并 调控 信号 通路 ， 在 保持 肠 道 
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bÆ 24 h 后 ， 与 对 照 组 比较 ， 


处 理 32h 后 ， 与 对 


降低 了 3.40%~4.57%。 由 此 可 见 ， 


匀 质 合成 ， 在 肠 道 上 皮 中 作为 生 


性 和 阻止 肠 腔 有 害 微生物 进行 


. Hubert-Buron 等 所 研究 报道 ，Gln 可 通过 


问 静 等 中 研究 表明 ，GIn 对 化 学 性 肝 损伤 


间接 减轻 肝 损伤 。 郑 善 军 和 


用 ， 结 果 表 明 辐 射 组 绒毛 杂乱 、 


而 补充 Gln 组 动物 肠 医 膜 绕 毛 宽 大 、 钝 贺 ， 接 近 正 


me 


绒毛 顶端 形成 


小 溃疡 ， 但 溃疡 发 生 不 普遍 。 


因子 Ba (IkBa) 水 


的 治疗 作用 不 仅 与 其 抗 氧 化 、 抗 


电镜 观察 Gln 对 辐射 损伤 


j 无 规律 ， 绒 毛 顶 端 有 明显 溃烂 ， 发 生 


常 对 照 组 的 形态 ， 排 列 整齐 ， 


氧化 应 激 是 指 由 于 机 体内 氧化 与 抗 氧 化 作用 失衡 ， 导 致 产生 对 自身 有 人 负面 作用 的 、 有 具有 氧化 活性 的 


中 间 产 物 ， 造 成 细胞 损伤 ， 引 起 机 体 衰 老 ， 其 至 肿瘤 等 亚 


子 , 通过 线粒体 释放 促 凋 亡 分 子 、 激 活 天 冬 氨 酸 蛋 


级 联 反应 ， 并 参与 凋 亡 过 程 的 调节 。 


亡 酶 Caspase AUR; 2) 线粒体 释放 凋 亡 酶 激活 


TP, Evans 等 四 的 研究 表明 ，Gln 


作用 是 特异 性 的 ， 而 谷 氮 酸 〈Glu)、 


能 够 氧化 哺乳 动物 细胞 ， 


目前 发 现 的 细胞 凋 亡 途径 主要 包括 2 种 : 


子 ， 从 而 激活 Caspase 家 族 ， 


重要 和 蛋白 降解 ， 从 而 引起 细胞 凋 亡 。 氧 


| 量 依赖 地 抑制 大 鼠 结 


FWAR (Cys) MHAR Cly) 均 无 此 功能 


性 疾病 。 活 性 氧 复 作 为 细胞 死亡 途径 的 信号 分 
白水 解 酶 (cysteinyl aspartate specific proteinase, Caspase) 
1) 胞 外 信号 激活 胞 内 凋 
活化 的 Caspase 可 将 胞 内 


fi HI ^| s AL PC 


细胞 凋 亡 ， 并 且 Gln 抑制 细胞 凋 亡 的 


过 氧化 所 (H202) 


由 基 会 攻击 DNA 双 螺 旋 结 构 ， 导 致 其 


TS 


| 
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结构 发 生变 化 ， 从 而 影响 细胞 正常 功能 ， 最 终 可 能 导致 细胞 凋 亡 站。 有 研究 显示 ,0.5、2.0 和 5.0 mmol/L 


Gln 可 显著 降低 HO. 引发 的 猪 小 肠 上 皮 细 胞 (intestinal porcine epithelial cells,IPEC-1) 凋 亡 , 其 死亡 细胞 数 


lin 


下 人 结肠 癌 HT-29 细胞 抗 氧化 功能 、 细 胞 凋 亡 调控 相关 基因 表达 以 及 细胞 凋 亡 状况 ， 验 订 


EE 

EY 

— 

nY 
I 


Tis HE, HRN A HL. 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 


HT-29 细胞 株 由 


mg/L D- 葡 萄 糖 和 110 mg/L 丙酮 酸 钠 , 不 含 L-GlIn)、0.25% 胰 酶 细胞 消化 液 、Gln 和 胎 牛 血清 


公司 (Gaithersburg， 美 国 )，Trizol 试剂 、 琼 脂 糖 、 逆 转录 酶 、? 


生物 公司 (Takara, HÆ); 丙 二 醛 (malondiadehyde, MDA) 含量 、 


量 分 别 下 降 了 14.2%、54.4% 和 95.4% 趾 。 因 此 ， 本 试验 则 在 通过 研究 Gln 对 H20; 诱 导 的 氧化 应 激 状 态 


E Gin EGBA 


(RT) -PCR 试剂 盒 购 自 大 连 宝 


国 科 学 院 上 海 生 命 科学 研究 院 提供 ; RPMI1640 培养 基 、DMEM 培养 基 (4 4 500 


Gr 


H GIBCO 


氧化 物 歧化 酶 (superoxide dismutase, 


SOD) 活性 测定 试剂 盒 购 自 南京 建成 生物 技术 研究 所 ; 细胞 培养 六 和 孔 板 “Corning， 美 国 )、 膜 联 重 白 


V-FITC/PI 双重 欧 光 染料 调 亡 检测 试剂 盒 购 自 联 科 生 物 有 限 公 司 。 


12 细胞 培养 


HT-29 细胞 用 含 10% 热 灭 活 胎 牛 血清 、100 U/mL 青霉素 和 100 ug/mL 链 霉 素 的 RPMI1640 培养 基于 


37 'C. 5% CO; 培养 箱 中 常规 贴 壁 培养 。 待 细胞 长 满 至 培养 瓶 底面 积 80% 之 后 传代 ， 全 部 试验 均 用 指数 


生长 期 细胞 。 


1.3 Gln 和 H20, 处 理 HT-29 细胞 


将 HT-29 细胞 传代 培养 在 六 孔 板 上 ， 待 HT-29 细胞 的 履 盖 率 达 到 80%， 吸 干 原 培养 基 ， 加 入 无 Gln 


的 DMEM 培养 基 后 培养 24h， 分 别 加 入 Gln 和 H20, 处 理 细胞 


， 使 得 Gin 的 终 浓度 分 别 为 0 (对 照 组 )、 


E12. 24. 32h 后 收集 细胞 


0.5. 2.0. 10.0 mmol/L; H20: KEJ 0.35 mmolyL。 分 别处 到 


验 分 析 。 


EFRR 


1.4 MDA 含量 和 SOD 活性 测定 


1.4.1 


HT-29 细胞 经 过 Gin 和 H20, 分 别处 理 12、24、32h 后 ， 弃 培养 基 ， 用 4 '‘C 预 冷 生理 盐 水 漂洗 3 遍 


后 ， 加 


裂解 细胞 


入 0.3 mL 预 冷 生理 盐水 ， 用 细胞 刮 将 细胞 刮 下 并 转移 入 2.0 mL EP 管 ， 加 入 0.2 mL 生理 盐水 漂 


Dt. EP 管 置 于 冰 水 混合 液 中 于 超声 粉碎 仪 上 以 10 s/ 次 间隔 10 s 的 频率 反复 破碎 3 次 .4 C 5 000 r/min 


离心 10 min， 吸 取 上 清 液 备 测 。 


1.4.2 


MDA 含量 测定 


MDA 含量 的 测定 原理 为 : 过 氧化 脂 质 降 解 产 物 中 的 MDA 可 与 硫 代 巴 比 妥 酸 缩合 ， 形 成 红色 产物 ， 


在 532 


1.4.3 


nm 处 有 最 大 峰值 。 有 具体 操作 参照 试剂 盒 说 明 书 。 


SOD 活性 测定 


SOD 活性 的 测定 原理 为 : 通过 黄 嗓 叭 及 黄 嗓 叭 氧化 酶 反应 系统 产生 超 氧 阴离子 自由 基 , 后 者 与 氧化 


羟 胺 作 


时 ， 则 


于 对 照 


15 


用 形成 亚 硝 酸 盐 , 在 显 色 剂 的 作用 下 呈现 紫红 色 , 用 分 光 光 度 计 测 其 吸光 度 。 当 被 测 样品 中 含 SOD 


对 超 氧 阴 离子 自由 基 有 专 一 性 的 抑 


判 作用 ， 使 形成 的 亚 硝 酸 盐 含量 减少 ， 比 色 测 定 管 的 吸光 度 低 


En 


管 ， 通 过 计算 可 求 出 被 测 样品 中 的 SOD 活性 。 有 具体 操作 参照 试剂 盒 说 明 书 。 


总 RNA 提取 和 cDNA 的 制备 


用 Trizol 法 09 提 取 总 RNA， 使 用 SuperScript™ II RTase 反 转 录 试 剂 盒 进 行 反 转 录 。 


1.6 tne PCR 


1.6.1 


了 


术 


引物 设计 和 合成 


用 Primer Premier 6.0 和 Beacon designer 软件 设计 荧光 引物 ， 由 上 海 生 物 工程 有 限 公司 负 责 合成 ， 


目标 基 


淋巴 


gu 
IS 


因 [ 脂 肪 酸 合成 酶 (FAS) 、Caspase-3、 核 转录 因子 KB (NF-kB), B 淋巴 细胞 瘤 -2 (Bcl-2) FB 


胞 瘤 -2 FASE X 蛋白 (Bax) ] 和 18S rRNA 的 引物 参数 见 表 1。 
表 1 目标 基因 和 18S rRNA 的 引物 参数 


Table 1 Parameters of primer pairs for target genes and 18S rRNA 


Genbank 序列 号 引物 序列 长 度 退火 温度 


Gene Genbank accession Primer sequence (5'3") Size/bp Annealing 
temperature/'C 
脂肪 酸 合 F: GTTGGTGGACCCGCTCAGTA 
BC012479 118 62 
成 酶 FAS R: AATCTAGCAACAGACGTAAGAACCAG 
KA F: GACAGACAGTGGTGTTGATGATGAC 
蛋白 水 解 
NM 032991 148 62 
酶 3 R: GCATGGCACAAAGCGACTGGAT 
Caspase 3 
核 转 录 因 F: TCTGCCGAGTGAACCGAAACTCTG 
子 kB L19067.1 110 62 
R: CCTGGTCCCGTGAAATACACCTCA 
NF-kB 
B ik Ez F: GCTGGGATGCCTTTGTGGAACT 
胞 瘤 -2 NM_000633 71 62 
R: CAGAGACAGCCAGGAGAAATCAAAC 
Bcl-2 
B ike F: CCCTTTTGCTTCAGGGTTTCATCCA 
胞 瘤 -2 4H 
NM 004324 122 62 
KX 蛋白 R: CTTGAGACACTCGCTCAGCTTCTTG 
Bax 
F: GACTCAACACGGGAAACCTCAC 
18S NR 003286 122 62 
R: CCAGACAAATCGCTCCACCAAC 
1.6.2 Its PCR 扩 增 体系 和 反应 条 件 
将 反 转 的 cDNA 按照 SYBR® Premix Ex Taq "(Perfect Real Time AKAH, KH 25 pL 反应 体系 ， 


品 设置 3 SE 


在 CFX384 43 


预 变 性 min; 95 'C 变 性 10 s, 62 C 25 s; 退火 / 延 人 


1.7. 流 式 细胞 仪 分 析 


ETA, Wa E HUNE 


双 变 量 流 式 细胞 仪 的 散 点 


(FITC-/PI+); 右 下 象限 为 早期 凋 亡 细胞 《FITC+/PI- ); 右上 象限 代表 晚期 凋 亡 


EE 实时 荧光 定量 PCR 仪 (美国 Bio-Rad) 中 进行 荧光 定量 PCR 。 最 但 


Tm 


反应 条 件 为 : 95 °C 


进行 45 个 循环 ; 溶解 曲线 为 单 峰 。 每 个 待 测 样 


E 复 ， 对 得 到 的 3 个 Ct 值 取 算 术 平 均值 ， 以 备 带 入 公式 进行 计算 mRNA 相对 表达 量 。 


使 用 Annexin V-FITC (Annexin V-fluorescein isothiocyanate) 和 PI (propidium iodide) 对 HT-29 细胞 


田 胞 仪 ， 分 别 通 过 FITC 和 PI 的 放射 波长 530 和 585 nm 进行 检测 分 析 。 采 用 


PRY 


r 
Mc 


进行 检测 分 析 ， 左 下 象限 代表 活 细 胞 CFITC-/PI-); 左上 象限 为 坏死 细胞 


田 胞 《FITC+/PI+)。 所 
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以 细胞 的 总 凋 亡 率 是 右上 象限 (FITC+/PI+〉 MEAFAR (FITC+/PL) 之 和 [1。 


1.8 数据 处 理 


所 有 数据 均 采 用 SPSS v16.0 软 件 进行 方差 分 析 , 结果 以 平均 值 + 标 准 误 表 示 ，P<0.05 为 差异 显著 性 水 


2. Gln 对 H20; 诱 导 的 氧化 状态 改变 的 影响 


由 图 1 可 知 ， 处 理 12h 后 ， 各 组 间 SOD 活性 和 MDA 含量 无 显著 差异 (P>0.05). AIE 24h 后 ， 对 


照 组 SOD 活性 显著 低 于 0.5. 2.0 mmol/L Gln 组 (P<0.05) ， 各 组 间 MDA 含量 无 显著 差异 (P>0.05). 


处 理 32h Ja, 0.5, 2.0 和 10.0 mmol/L Gln 组 SOD 活性 与 对 照 组 比较 ， 分 别 升 高 了 46.4096 CP«0.05) ~ 


67.99% (P<0.05) 和 19.71% (P>0.05) ; 与 之 对 应 的 是 MDA 含量 分 别 减 少 了 17.79% CP«0.05) 、37.66%6 


CP«0.05) 和 13.09% (P>0.05) 。 


A 450 


口 对 照 组 

E 0.5 mmol/L Glmn 纠 
82 0 mmol/L Giné. 
E 10.0 mmol/L Gln£ll 


SOD 活 力 
(U 
N 
三 


50 


12 24 32 
培养 时 间 Incubation time (h) 
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MT RE 
ny AA A o 


口 对 照 组 

8 0.5 mmol/L Gln 弓 
B2 0 mmol/L Gln?!l 
E 10.0 mmol/L Gln?! 


TM E 
= 


aaaa 


MDA MDA formation CJ 
(nmol/mg protein) 


> N ER oO c 


12 24 32 
培养 时 间 Incubation time (h) 


aa 数据 柱 标 不 同 小 写字 母 表 示 差 异 显著 〈P<0.05)， 相 同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 CP>0.05)。 图 2 同 。 
=e Value columns with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05), while with the 


same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05). The same as Fig.2. 


图 1 Gln 对 HO, 处理 的 HT29 细胞 SOD 活性 (A) 和 MDA 含量 (B) 的 影响 


Fig.1 Effects of Gln on SOD activity (A) and MDA content in H2O2-treated HT-29 cell (n=3). 


22 Gln 对 H20; 诱 导 的 细胞 凋 亡 相关 基因 表达 的 影响 


由 图 2 可 知 ， 用 0.35 mmol/L H20, 处 理 HT-29 细胞 ， 在 12. 24 和 32 h 3 个 时 间 段 ， 促 进 细胞 凋 亡 


相关 基因 FAS. Caspase-3. NF-kB, Bax mRNA 相对 表达 量 相 一 致 ， 均 为 先 降低 后 升 高 ;而 抑制 细胞 调 


亡 的 基因 Bcl-2 mRNA 相对 表达 量 则 相反 ， 为 先 升 高 后 降低 。 


处 理 12 h 后 ， 各 组 的 Caspase-3 和 Bax mRNA 相对 表达 量 无 显著 差异 〈P>0.05)。 与 对 照 组 比较 ， 


iz 


0.5 mmol/L Gln 组 NF-kB mRNA 相对 表达 量 显著 降低 (P<0.05) , 0.5 与 2.0 mmol/L Gln 组 Bcl-2 mRNA 


相对 表达 量 显著 增加 CP«0.05) . 


处 理 24h 后 ,与 对 照 组 比较 ，0.5、2.0 和 10.0 mmol/L Gln 组 Caspase-3. NF-kB 和 Bax mRNA 相对 


表达 量 均 能 显著 降低 CP<0.05) 。2 mmol/L Gln 组 FAS 和 Caspase-3 mRNA 相对 表达 量 分 别 比 对 照 组 降 
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IVO 


低 了 62.27% 和 71.13% (P<0.05) , 0.5 mmol/L Gln ZH NF-xB 和 Bax mRNA 相对 表达 量 分 别 比 对 照 组 降 


IRI 64.859951 65.05% (P<0.05) , 10.0 mmol/L Gln 组 FAS mRNA 相对 表达 量 与 对 照 组 无 显著 差异 


(P>0.05). 0.5, 2.0 和 10.0 mmol/L Gln 组 Bc1-2 mRNA 相对 表达 量 在 较 对 照 组 分 别 升 高 了 1 404.6596. 


1 559.21% All 623.76% (P<0.05) 。 


处 理 32 h 后 ， 与 对 照 组 比较 ，2.0 mmol/L Gln 组 FAS. Caspase-3. NF-kB, Bax mRNA 相对 表达 量 


分 别 降低 了 63.5596. 45.1196. 41.499451 30.22% (P<0.05) , Bcl-2 mRNA 相对 表达 量 升 高 了 44.30% 


(P<0.05) 。 与 对 照 组 比较 ，10.0 mmol/L Gln 组 FAS. Caspase-3. NF-kB, Bax mRNA 相对 表达 量 分 别 


增加 了 31.78%、25.83%、34.77% 和 20.35% (P<0.05) , Bcl-2 mRNA 相对 表达 量 与 对 照 组 无 显著 差异 


(P>0.05 )。 
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图 2 Gln 对 H20, 处 理 的 HT-29 细胞 FAS(A). Caspase-3(B). NF-kB(C). Bax(D)fll Bcl-2(E) mRNA 相对 


表达 量 的 影响 


Fig.2 Effects of Gln on relative expression of FAS (A), Caspase-3 (B), NF-«B (C), Bax (D) and Bcl-2 (E) 


mRNA in H5O»-treated HT-29 cell (5-3) 
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2.3. 流 式 细胞 仪 分 析 细 胞 的 凋 亡 情况 


采用 Annexin V-FITC/PI 双 染 法 对 细胞 染色 ， 并 


处 理 24h 后 ,对 照 组 和 0.5.2.0. 10.0 mmol/L Gln 2H752 


田 胞 数 
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用 流 式 细胞 仪 检测 细胞 的 凋 亡 情况 。 由 图 3 可 知 ， 


量 分 别 为 71.37%、76.69%、83.34% 和 78.30%, 


坏死 细胞 数量 分 别 为 12.78%、6.03%、0.12% 和 1.3196. Glin 处 理 使 活 细 胞 数量 提高 了 5.32%~11.97%， 


坏死 细胞 数量 降低 了 6.75%~12.66%。 


由 图 4 可知, 处理 32 h 后 ,对 照 组 和 0.5、2.0、10.0 mmol/L Gln 组 活 细 胞 数量 分 别 为 61.73%、66.70%、 


70.36% 和 63.12%， 坏 死 细 胞 数量 分 别 为 21.61%、17.57%、17.04% 和 18.21%。Gln 处 理 使 活 细胞 数量 提 


高 了 1.39%~7.63%， 坏 死 细 胞 数量 降低 了 3.40%~4.57%。 


reat 
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UL: 坏死 细胞 ，UR: 晚期 凋 亡 细 胞 ，LL: 活 细 胞 LR: 早期 凋 亡 细胞 。 下 图 同 。 
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UL: necrotic cells; UR: late apoptotic cells; LL: living cells; LR: early apoptotic cells. The same as below. 


图 3 Annexin V-FITC/PI 双 染 法 检测 24 h Gin 对 H50» 处 理 的 HT-29 细胞 凋 亡 的 影响 


Fig.3 Effects of Gln on apoptosis with Annexin V-FITC/PI staining method in H2O2-treated HT-29 cell at 24 
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图 4 Annexin V-FITC/PI 双 染 法 检测 32 h Gln 对 H20; 处 理 的 HT-29 细胞 凋 亡 的 影响 
Fig.4 Effects of Gln on apoptosis with Annexin V-FITC/PI double staining method in H20»-treated HT-29 


cell at 32h 
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MDA 是 膜 脂 过 氧化 最 重要 的 产物 之 一 ， 可 通过 MDA 含量 了 解 膜 脂 过 氧化 的 程度 ， 以 间接 反映 膜 


系统 受 损 程度 ， 而 SOD 在 清除 自由 基 、 抗 氧化 损伤 和 维持 细胞 的 结构 方面 都 起 着 很 重要 的 作用 。 在 本 


研究 中 , 我 们 采用 H20; 刺激 HT-29 细胞 , 建立 氧化 损伤 模型 , 发 现 GIn 可 以 提高 HT-29 细胞 SOD 活性 ; 


H20: 诱导 的 对 照 组 脂 质 过 氧 产 物 MDA 含量 较 高 , 0.5 和 2.0 mmol/L Gln 处 理 细 胞 可 以 显著 地 降低 MDA 


人 


8 


的 保护 作用 。 


M 


， 表 明 Gin 可 提高 抗 氧化 作用 而 改善 氧化 应 激 造 成 的 细胞 膜 通 透 性 的 增加 ， 从 而 对 细胞 损伤 有 一 定 


胞 凋 亡 相关 基因 FAS. Caspase-3. NF-kB, Bax 和 抑制 细胞 凋 亡 基因 Bel-2 互 为 持 抗 ， 在 氧化 应 激 


引起 的 细胞 凋 亡 中 发 挥 着 重要 作用 1。 本 试验 结果 表明 , 0.5 和 2.0 mmol/L Gin 可 以 降低 HO. 诱导 氧化 


应 激 HT-29 细胞 FAS. Caspase-3. NF-kB 和 Bax mRNA 相对 表达 量 ， 而 提高 Bcl-2 mRNA 相对 表达 量 。 


Haynes 等 指出， 由 于 Gin 的 化 学 特性 不 能 直接 改变 ESOS 的 存在 形式 ， 且 肠 道 


胞 的 凋 亡 并 不 是 接触 


HO 开始 ， 而 是 需要 一 个 较 长 的 时 间 〔 例 如 12 h) 来 影响 基因 表 i 


达 和 信号 传导 。 


因为 H202 扩散 进入 细 


胞 是 有 限 的 ， 其 经 由 水 通道 蛋白 同系 物 穿 过 细胞 膜 进 入 细胞 站。 已 有 研究 报道 H20, 是 通过 激活 氧化 应 


激 调节 因子 Caspase-3 和 NF-KB 诱导 细胞 凋 亡 051。Caspase-3 是 其 家 族 中 最 重要 的 一 员 ， 处 于 细胞 凋 亡 


的 共同 路 径 上 ， 是 细胞 凋 亡 的 关键 执行 者 之 一 。 正 第 情况 下 ，Caspase-3 在 胞 质 


1 以 无 活性 的 酶 原形 式 


存在 ， 只 有 当 细 胞 外 凋 亡 信号 使 之 激活 为 有 活性 的 Caspase-3 时 ， 才 引起 细胞 质 、 细 胞 核 及 细胞 构架 的 


关键 蛋白 酶 失 活 ， 导 致 细胞 凋 亡 。 在 细胞 内 ，H20, 激 活 FAS 基因 和 提高 细胞 色素 C. 从 线粒体 中 的 释放 ， 


这 导致 通过 Caspase-8 和 Caspase-9 途径 激活 Caspase-3， 而 Caspase-3 导致 细胞 DNA 片段 化 19。 此 外 ， 


H202 激活 NF-KB， 增 加 “死亡 ”相关 基因 表达 ， 抑 制 了 “存活 ”相关 基因 表达 [1。BclL2 及 其 同系 物 可 


阻止 线粒体 膜 损 伤 和 细胞 色素 C. 等 促 凋 亡 因子 的 释放 , 但 Bax 作用 正好 相反 , 促进 线粒体 膜 损 伤 和 细胞 


色素 C 的 释放 ，Bcl-2/Bax 比例 通常 是 反映 细胞 程序 性 死亡 的 标 交 


目前 ，Ghn 促进 Bcl-2 mRNA 相对 表达 量 的 相关 机 制 可 能 与 Gln 增加 线粒体 膜 的 稳定 性 有 关 ， 也 可 能 通 


BUST, BUTE EH RA, Gln 增加 


氧化 应 激 状 态 下 HT-29 细胞 Bol-2/Bax 比例 , 说 明 Gin 可 以 通过 线粒体 途径 抑制 氧化 应 激 诱导 细胞 凋 亡 。 
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过 诱导 热 休克 蛋白 70 (ESP70) 的 表达 ， 进 而 增强 Bcl-2 的 表达 09。 


本 试验 发 现 ， 当 H0: 和 Gln 与 HT-29 细胞 共 培 养 32 h 后 ， 高 浓度 C10 mmol/L) Gln 促进 H20, %5 


导 应 激 的 细胞 凋 亡 相关 基因 的 表达 ，F4S、Caspase-3、NF-xB、Bax mRNA 相对 表达 量 分 别 比 对 照 组 增 


加 了 31.78%、25.83%、34.77% 和 20.35%， 且 流 式 细胞 仪 分 析 也 得 到 相 一 致 的 结果 ， 即 凋 亡 细胞 数量 与 


对 照 组 接近 ， 多 于 0.5 和 2.0 mmol/L Gln 组 。 说 明 Gln 抑制 细胞 凋 亡 存 在 一 定 的 浓度 依赖 性 。 在 一 定 的 


浓度 范围 内 ，Gln 可 有 效 地 抑 表 


= 


由 氧化 应 激 引起 的 细胞 凋 亡 ， 而 超过 一 定 浓 度 范围 ， 细 胞 凋 亡 率 与 Gin 


浓度 变化 无 直接 线性 关系 ， 这 与 前 人 的 研究 结果 请 ”] 相 一 致 。 产 生 这 种 现象 的 原因 可 能 是 Gln 通过 谷 氨 


酰胺 酶 反应 生成 谷 氨 酸 和 和 氨 (NH3) "1， 而 在 细胞 培养 时 间 较 长 ，Gln 浓度 高 的 情况 下 ， 培 养 基 中 NHS 


浓度 较 高 ， 高 浓度 NH 对 细胞 具有 损伤 作用 。 


Gln 可 以 有 效 提 高 HO: 诱导 的 氧化 应 激 HT-29 细胞 SOD 活性 ， 降 低 MDA 含量 ， 降 低 氧 化 应 激 状 


AS HT-29 细胞 促进 细胞 凋 亡 基因 FAS. Caspase-3. NF-kB 和 Bax 表达 ， 而 提高 抑制 细胞 凋 亡 基因 Bcl-2 


表达 ， 减 少 细胞 氧化 损伤 和 凋 亡 。 
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Effects of Glutamine on Oxidative Damage and Apoptosis of Human Enterocyte-Like HT-29 Cells Induced by 
Hydrogen Peroxide 
XIAO Yingping” GUI Guohong? CHEN Anguo HE Xiangxiang" LI Kaifeng’? YANG Hual 
(1. Institute of Quality and Standard for Agro-Products, Zhejiang Academy of Agricultural Sciences, Hangzhou 
310021, China; 2. State Key Laboratory Breeding Base for Zhejiang Sustainable Pest and Disease Control, 
Zhejiang Academy of Agricultural Sciences, Hangzhou 310021, China; 3. College of Animal Science, Guizhou 
University, Guiyang 550025, China; 4. College of Animal Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310058, 


China) 
Abstract: This experiment was conducted to study effects of glutamine (Gln) on oxidative damage and 
apoptosis of human enterocyte-like HT-29 cells induced by hydrogen peroxide (H202), and to explore the 
antioxidant function of Gln and its mechanisms. HT-29 cells I were induced by 0 (control group), 0.5, 2.0 and 


10.0 mmol/L Gln and 0.35 mmol/L H20, for 12, 24 and 32 h, the superoxide dismutase (SOD) activity and 
malondialdehyde (MDA) content in cells were measured, and the mRNA relative expression of related to cell 
apoptosis gene were also assessed by RT-PCR. Furthermore, the HT-29 cells were dyed with the Annexin 
V-FITC/PI double staining method, and the apoptosis of cells was determined by the flow cytometer. The 
results showed as follows: 1) after treated 24 h, the SOD activity in 0.5 and 2.0 mmol/L Gln groups was 
significantly higher than that in control group (P<0.05); after treated 32 h, the SOD activity in 0.5 and 2.0 
mmol/L Gln groups was significantly higher than that in control group (P«0.05), and the MDA content was 
significantly lower than that in control group (P«0.05). 2) After treated 12 h, there were no significant 
differences on the mRNA relative expressions of cysteinyl aspartate specific proteinase-3 (Caspase-3) and B 
cell lymphoma/leukemia-2 associated X protein (Bax) among all groups (P>0.05). Compared with the control 
group, the mRNA relative expression of nuclear factor kappa B (NF-xB) in 0.5 mmol/L Gln group was 
significantly decreased (P<0.05), the mRNA relative expression of B cell lymphoma/leukemia-2 (Bc/-2) in 
0.5 and 2.0 mmol/L Gln groups was significantly increased (P«0.05). After treated 24 h, compared with the 
control group, the mRNA relative expressions of Caspase-3, NF-kB and Bax in 0.5, 2.0 and 10.0 mmol/L Gln 
groups were significantly decreased (P<0.05), while the mRNA relative expression of Bc/-2 was significantly 
increased (P«0.05). After treated 32 h, compared with the control group, the mRNA relative expressions of 
fatty acid synthase (FAS), Caspase-3, NF-kB and Bax in 2.0 mmol/L Gln group were significantly decreased 
(P<0.05), while the mRNA relative expression of Bc[-2 was significantly increased (P«0.05); the mRNA 
relative expressions of FAS, Caspase-3, NF-kB and Bax in 10.0 mmol/L Gln group were significantly 
decreased (P<0.05). 3) After treated 24 h, compared with the control group, the living cells number in Gln 
groups increased by 5.32% to 11.97%, and the necrotic cells number decreased by 6.75% to 12.66%. After 
treated 32 h, compared with the control group, the living cells number in Gln groups increased by 1.39% to 
7.63%, and the necrotic cells number decreased by 3.40% to 4.57%. It is concluded that glutamine can restrain 
the oxidant damage of HT-29 induced by H202 and decrease the cells apoptosis. 
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